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ANTICORPS MONOCLONAL ANTI- AURORA-A, SON PROCEDE 
D'OBTENTION, ET SES UTILISATIONS DANS LE DIAGNOSTIC ET LE 
TRAITEMENT DES CANCERS 



La presente invention a pour objet un anticorps monoclonal dirige contre la kinase 
aurora-A des mammiferes, son procede d'obtention, ainsi que ses utilisations dans le 
cadre du diagnostic ou du pronostic de cancers, et dans des compositions 
pharmaceutiques dans le cadre du traitement des cancers. 

La prot6ine kinase aurora-A est un oncogene, sa surexpression dans des cellules 
Rat-1 suffit k provoquer T apparition d*un phenotype transforme et ^implantation de ces 
celltdes transformees dans des souris immunodeficientes induit r apparition de tumeurs. 
(Bischoff et al., 1998 ; Zhou et al., 1998). Le gene codant pour cette kinase est localis6 
sur le chromosome 20 en 20ql3, amplicon frequemment d&ecte dans de nombreuses 
tumeurs (sein, colon, cancer gastriques). 

La surexpression de la proteine kinase aurora-A a 6t6 observ6e dans de 
nombreuses tumeurs. De maniere txbs interessante la presence de cette kinase en 
quantite anormale n'est pas correlee a une proliferation d6tectee par coloration avec un 
marqueur specifique de la prolif6ration tel que PCNA. Aurora-A est done un marqueur 
sp6cifique de V aspect tumoral des cellules (Tanaka et aL, 1999 ; Takahashi et al., 2000). 

Aurora-A fait partie d'une famille multigenique de proteines kinases appelees 
aurora, elle comporte trois membres : aurora-A (decrite prec6demment) aurora-B 
(Prigent et al., 1999) et aurora-C (Bernard et al., 1998). Bien que seule aurora-A ait un 
reel pouvoir oncogene les deux autres kinases ont egalement et6 retrouv6es 
surexprim6es dans les mSmes tumeurs (Giet et Prigent, 1999). 

U amplification du gene codant pour aurora-A est associ6e k la presence d'une 
activite anormalement elevee de la prot6ine kinase dans ces tumeurs. De plus la 
surexpression ectopique de cette kinase dans des cellules en culture suffit k provoquer 
r apparition d'un phenotype transforme, ces cellules transplantees dans des souris 
immunodeficientes induisent Tapparition de tumeurs. 

La surexpression de la kinase aurora-A est tres etroitement liee k Tetat cancereux 
d'une cellule. Cette surexpression de la kinase aurora-A induit une polyploidie des 
cellules et provoque une amplification des centrosomes, deux evenements prefigurant 
un mauvais pronostic du cancer du sein par exemple. 



II est done important de pouvoir mesurer precisement l'expression de cette kinase 
dans les pathologies cancereuses, tant au niveau ARNm que proteine. 

Or la mesure de l'expression de la prot6ine kinase aurora-A depend entierement 
de l'utilisation d'un bon anticorps monoclonal. 

Toutefois, aucun anticorps monoclonal suffisamment specifique dirige contre la 
proteine kinase humaine aurora-A n'est disponible dans le commerce. 

Lapresente invention a pour but de fournir un anticorps monoclonal anti-aurora-A 
fiable, se liant a cette proteine avec une specificite et une sensibility suffisante pour ^ 
envisager son utilisation a des fins de recherche experimentale, ainsi que dans le 
domaine du diagnostic, du pronostic et du traitement des cancers. 

TJinvention conceme un anticorps monoclonal anti-aurora-A, encore d6signe 
anticorps 35C1, recormaissant specifiquement la kinase aurora-A humaine et murine, et 
ayant les proprietes suivantes : 

* il peut se fixer sur les membranes contenant la proteine aurora-A humaine ou 

murine, 

* il permet de detecter, et, le cas echeant, de purifier, la proteine aurora-A 
humaine et murine par immunoprecipitation, 

* il permet la coloration des tissus biologiques ou est secr6tee la prot6ine aurora-A 

et, 

* il n'inhibe pas l'activit6 enzymatique de la proteine aurora-A humaine et murine, 
ledit anticorps monoclonal etant tel qu'obtenu par : 

- cinq injections espacees de quinze jours & des souris de proline kinase 
aurora-A recombinante produite par des bacteries E. coli transformees avec un vecteur 
d'expression bacterien dans le genome duquel a etc insere l'ADNc humain codant 
pour aurora-A, sacrifice desdites souris, et fusion entre des cellules de la rate de ces 
souris et des cellules de hamster immortalis6es en culture pour obtenir des 
hybridomes, 

- criblage des hybridomes produisant un anticorps capable d'immunoprecipiter 
la proteine recombinante utilisee pour Firnmunisation des souris lors de l'etape 
precedente, et recuperation des hybridomes positifs apres ce premier crible, 

- criblage des hybridomes recuperet a l'6tape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immunopr6cipiter la proteine endogene aurora-A a partir d'un 
extrait de cellules humaines HeLa en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce deuxieme crible, 



- criblage des hybridomes recuperSs a Petape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaitre en immunofluorescence indirecte les centxosoxnes et 
les poles du fuseau mitotique de cellules humaines en culture, et recuperation des 
hybridomes positifs apres ce troisi&me crible, 

5 - criblage des hybridomes recuperes k Petape precedente, produisant un 

anticorps capable d'immunopr6cipiter la proteine endogene aurora-A de souris a partir 
d'un extrait de cellules murines en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
aprfes ce quatrifeme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a P6tape precedente, produisant un 
10 anticorps capable de reconnaitre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 

les p61es du fuseau mitotique de cellules murines en culture, 

- r6cuperation et purification par clonage d'un hybridome positif apres Tetape 
de criblage precedente, et produisant un anticorps monoclonal possedant 1* ensemble 
des propriet6s definies ci-dessus, 

15 L'invention a egalement pour objet I'utilisation de Panticorps monoclonal 35C1 

defini ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro, ou de 
pronostic de cancers chez Phomme ou P animal, 

^invention a plus particulierement pour objet l f utilisation de Panticorps 
monoclonal 35C1 d6fini ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'une m6thode de diagnostic 
20 in vitro, ou de pronostic, de tumeurs solides, tels que les cancers du sein, les cancers 

gastriques et les cancers colorectaux. 

L'invention conceme 6galement Tutilisation susmentionnee de Panticorps 
monoclonal 35C1 d6fini ci-dessus, en association avec un marqueur de proliferation 
cellulaire, tel qu'un marqueur de la prot6ine PCNA (Tanaka et aL, 1999 ; Takahashi et 
25 aL, 2000). 

L'invention a dgalement pour objet toute methode de diagnostic in vitro, ou de 
pronostic, de cancers tels que d6finis ci-dessus, chez Phomme ou P animal, caracteris6e 
en ce qu'elle comprend ; 

— la mise en presence de Panticorps monoclonal 35C1 defini ci-dessus, avec un 
30 echantillon biologique pr61eve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe 

sur un support soUde, 

— la d6tection, et le cas echeant la quantification, de la proteine aurora-A 
susceptible d'etre presente dans P6chantillon biologique a Paide de reactifs marques, 
notamment d'anticorps marques, reconnaissant soit Panticorps monoclonal lie & ladite 



proteine aurora-A, soit la proteine aurora-A liee audit anticorps monoclonal dans les 
complexes formes lors de l'etape precedente entre ranticorps monoclonal et la proteine 
aurora-A susceptible d'etre presente dans l'echantillon biologjque, et ce, le cas echeant, 
apres rincage approprie du support solide. 

Avantageusement, dans le cadre de la methode susmentionnee, la determination 
d'une quantite de proteine aurora-A inferieure ou superieure a un seuil physiologique 
determine en fonction de l'echantillon biologique, temoigne respectivement d'un bon ou 
d'un mauvais pronostic du cancer diagnostique. 

L'invention a egalement pour objet, un kit pour la mise en ceuvre d'une methode 
de diagnostic definie ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend : 
- Tanticorps monoclonal 35C1 defini ci-dessus, 
• - le cas echeant, un marqueur de proliferation cellulaire, tel qu'un marqueur de la 
proteine PCNA, notamment un anticorps anti-PCNA. 

L'invention concerne egalement l'utilisation de l'anticorps monoclonal 35C1 
d6fini ci-dessus, pour la preparation de medicaments destines au traitement de cancers, 
tels que les cancers du sein, les cancers colorectaux et les cancers gastriques. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique, contenant ranticorps monoclonal 35C1 defini ci-dessus en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention a 6galement pour objet l'utilisation de l'anticorps monoclonal 35C1 
defini ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'une methode de criblage d'inhibiteurs de la 
kinase aurora-A dans laquelle la baisse de l'activite de cette kinase est mesuree a l'aide 
dudit anticorps. 

L'invention a plus particulierement pour objet toute methode de criblage 
d'inhibiteurs de la kinase aurora A caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes 
suivantes : 

- le traitement de cellules, telles que des lign6es derivees de differents cancers 
(sein, colon etc. . .), par l'inhibiteur teste, 

- immunopr6cipitation de la proteine kinase aurora-A a l'aide de l'anticorps 
monoclonal 35C1 defini ci-dessus, et mesure de l'activitd kinase, notamment selon la 
methode decrite dans le paragraphe 3. g) ci-apres. 

L'invention concerne 6galement le precede de preparation de l'anticorps 
monoclonal 35C1 defini ci-dessus, caract6ris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 



- cinq injections espacees de quinze jours a des souris de proteine kinase 
aurora-A recombinante produite par des bacteries E. coli transformees avec un vecteur 
d'expression bacterien dans le genome duquel a ete insere l'ADNc humain codant 
pour aurora-A, sacrifice desdites souris, et fusion entre des cellules de la rate de ces 
souris * et des cellules de hamster immortalisees en culture pour obtenir des 
hybridomes, 

- criblage des hybridomes produisant un anticorps capable d'immunoprecipiter 
la proteine recombinante utilisee pour l'immunisation des souris lors de l'etape 
precedente, et recuperation des hybridomes positifs apres ce premier crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
antic^ps capable d'immunoprecipiter la prot6ine endogene aurora-A a partir d'un 
extrait de cellules humaines HeLa en culture, et r6cuperation des hybridomes positifs 
apres ce deuxieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnattre en immunoflu6rescence indirecte les centrosomes et 
les p61es du fuseau mitotique de cellules humaines en culture, et recuperation des 
hybridomes positifs aprfcs ce troisieme crible, ' 

- criblage des hybridomes r6cuperes a l'etape precedente, produisant ;un 
anticorps capable d'immunoprecipiter la proteine endogene aurora-A de souris a partir 
d'un extrait de cellules murines en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce quatrieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaltre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les pdles du fuseau mitotique de cellules murines en culture, 

- recuperation et purification par clonage d'un hybridome positif apres l'etape 
de criblage pr6c6dente, et produisant un anticorps monoclonal possedant l'ensemble 
des propri&es d6finies ci-dessus. 

L'invention sera davantage Ulustr6e a Taide de la description detaillee de 
1' anticorps monoclonal 35C1 defini ci-dessus et de son procede d'obtention. 

Le cDNA humain codant pour aurora-A (SEQ ID NO : 1) a et6 inser6 dans un 
vecteur d'expression bacterien (pET29 Novagene). 

La proteine kinase a ete produite dans des bact6ries BL21 (DE3)pLysS et purifi6e 
par chromatographie d'affinite sur colonne Ni-3SlTA-agarose (Qiagen). 

La proteine purifiee au laboratoire a ensuite 6te injectee a des souris (BALB/c). 




Apres cinq injections espacees de 15 jours la souris a ete sacrifice et une fusion a 
ete efFectuee entre des cellules de la rate de la souris et des cellules de hamster 
immortalisees en culture pour obtenir des hybridomes. 

Les hybridomes obtenus au nombre de 960 ont alors et6 testes pour leur capacite a 
5 produire tin anticorps reconnaissant en western blot la proteine utilisee pour 

rimmunisation. 

Les hybridomes positifs apres ce premier crible ont alors ete testes en western blot 
pour leur capacite a reconnaitre la proteine endog&ne auxora-A a partir d'un extrait de 
cellules humaines HeLa en culture. 
10 Les hybridomes positifs apres ce deuxieme crible ont ete testes pour leur capacite 

a reconnaitre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et les poles du fuseau 
mitotiques de cellules humaines en culture. 

Les hybridomes positifs apres ce troisi&ne crible ont alors ete testes en western 
blot pour leur capacite a reconnaitre la proteine endogene aurora- A de souris k partir 
1 5 d'un extrait de cellules murines en culture. 

Les hybridomes positifs apres ce quatrieme crible ont 6te testes pour leur capacite 
k reconnaitre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et les p61es du fuseau 
mitotiques de cellules murines en culture. 

Un hybridome repondant a tous ces criteres a ete retenu et clonS pour obtenir un 
20 clone pur. Ce clone a 6te baptise 35C 1 . 

H s6cr&te un anticorps monoclonal anti-aurora-A qui reconnait la kinase aurora-A 
humaine et murine. 

Cet anticorps monoclonal anti-aurora-A reconnaissant specifiquement la kinase 
aurora-A humaine et murine a les propriet6s suivantes : 
25 ® il peut-etre utilise en Western-blot (immunodetection indirecte de la proteine 

sur membrane de nitrocellulose ou nylon) 

© il permet de localiser la proteine dans des cellules en culture par 
immunodetection indirecte 

® il n'inbdbe pas Tactivite enzymatique de la kinase in vitro 
30 • il permet de purifier la kinase aurora-A d' extrait acellulaire par 

immunoprecipitation 



© puisqu'il n'inhibe pas Pactivite kinase de aurora-A il peut etre utilise pour 
doser l'activite kinase dans des extraits proteiques prepares a partir de tissus presentant 
des pathologies. 

1) Purification de la proteine aurora-A recombinante 

Le cDNA codant pour la kinase aurora-A humaine a ete clone dans le vecteur 
& y expression bacterien pET29 (fournisseur Novagen) qui permet de produire une 
proteine recombinante contenant 6 residus histidine supplementaires. La souche de 
bacterie E. colt BL21(DE3) pLysS (fournisseur Promega) qui est deficiente en protease 
et qui s'autolyse par production de lysozyme apres decongelation (toutes ces proprietes 
facilitent la purification de proteines) a 6te utilis6e. La surexpression de la proteine 
aurora- A-(His)6 dans les bacteries en phase de croissance (DO600 = 0,6) est induite a 
22°C par addition de 1 mM IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactoside) pendant 4 heures. 
Les bact6ries sont ensuite lysees k 4°C en utilisant en plus de leur propriet6 autolytique, 
du lysozyme et des ultrasons. La proteine aurora-A-(His)6 est ensuite purifiee par;; 
chromatographie d'affinite sur colonne de nickel (Ni-NTA-agarose (fournisseur, 
Qiagen). La prot6ine est eluee par 250 mM imidazole suivant les instructions Qiagen. ^ 
La proteine purifiee est ensuite passee sur centricon YM-10 (fournisseur Millipore) pour,, 
la placer dans une solution de PBS (NaCl 136 mM, KC1 26 mM, Na 2 HP0 4 2 mM,, 
KH2PO4 2 mM, pH 7,2). Des fractions de 15 fig de prot6ine ont et6 pr6parees, : 
lyophilisees et conserv6es k 4°C. 

2) Immunisation de la souris 

Une souris BALB/c a 6te immunis6e par voie intra-peritoneale avec 15 jig de 
proteine aurora-A recombinante diluee dans 50% d'adjuvant de Freund complet 
(fournisseur Sigma). La souris a ensuite 6te inject6e deux fois 15 jig de proteine aurora- 
A recombinant dilute dans 50% d* adjuvant de Freund incomplet avec trois semaines 
d'intervalle. Lorsque des anticorps anti-aurora-A ont et6 detectes dans le sang de la 
souris, elle a ete sacrifice et la rate prelev6e. Des cellules en suspension ont ete obtenues 
k partir de cette rate par homog&ieisation avec un Dounce. 

Ces cellules de rate ont 6te fusionn^es avec des cellules SP2/0-Agl4 provenant 
d'un myelome murin et obtenues aupr&s de 1'ECACC (Shulman et al., 1978). Une 
fusion a et6 effectuee entre 100.10 6 cellules de rate et 20.10 6 cellules SP2/0-Agl4 dans 
50% de polyethylene glycol 1500 (fournisseur Roche) pendant 90 mn k 37°C. Les 




cellules ont ensuite ete distribu6es dans des boites 10 x 96 puits contenant un milieu de 
selection HAT (foumisseur Sigma Chemicals). 

3) Crible des hybridomes 

a) EL-ISA 

100 ul de PBS contenant 4 ug/ml de proteine recombinante aurora-A ont ete 
deposes dans chaque puits de plaques Elisa (plaques 96 puits) et incube 36 heures a 
4°C. Apres deux lavages avec du PBS les puits sont remplis de PBS contenant 3% de 
BSA (Albumine Serique Bovine , foumisseur Sigma) et les plaques sont incubees une 
nuit a 4°C. Le lendemain 100 ul de cbaque sumageant de fusion est transfere dans ces 
plaques 96 puits contenant aurora-A recombinante. Les plaques sont incubees a 
temperature ambiante pendant 2 heures. Apres deux lavages avec du PBS/BSA, les 
plaques sont incubees avec un anticorps anti-souris couple a la phosphatase (Sigma 
Biochemical). Les puits sont ensuite laves deux fois avec du PBS et une fois avec une 
solution AP (100 mM Tris pH 9.5, 100 mM NaCl and 5 mM MgCl 2 ). La presence d'un 
anticorps monoclonal est detectee apres remplissage des puits avec 50 ul de solution AP 
contenant le substrat synthetique de phosphatase (Nitro-4-phenyl phosphate disodique 
hexahydrate salt) a 5 mg/ml (foumisseur Merck) et par l'apparition d'une coloration 
jaune dans le puits. 

b) Western blot contre la proteine recombinante 

Dix plaques 96 puits (8x12) ont ete analysees par tests ELISA sans donner de 
resultats tres reproductifs. Ces plaques ont alors ete testees par Western blot effectues 
de la maniere suivante. La proteine recombinante aurora-A a ete soumise a une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS et transferee svir membrane de 
nitrocellulose selon la technique decrite precedemment (Roghi et al., 1998). Les 
membranes ont ete decoup6es pour isoler la region correspondant a l'emplacement ou 
migrait la proteine aurora-A. Les bouts de membranes ont ete bloquees par incubation 
dans une solution de TBST (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) 
contenant 5% de lait pendant 2 heures a 4°C. Chaque bout de membrane a ensuite ete 
incube avec les sumageants de cellule dimes au 1:100 dans une solution de TBST 
contenant 2.5% de lait pendant 1 h a 4°C. Les immuno-complexes ont ete identifies en 
utilisant soit un second anticorps anti-souris couple a la peroxidase ou a la phosphatase 



(fournisseur Sigma Chemicals) a la dilution preconisee par le fabriquant La revelation 
de la reaction a ete effective par la technique de chemiluminescence pour la peroxidase 
(fournisseur Amersham Pharmacia Biotech) selon les indications du fournisseur ou par 
colorimetrie pour la phosphatase en utilisant les deux substrats NBT/BCIP (fournisseur 
Sigma Chemicals) selon les indications du fournisseur. 

Les puits de chaque plaque ont ete regroupes par pools de 8 correspondant k 
chaque colonne de chaque plaque. La presence de monoclonaux a ete analysee dans 
chaque pool par Western blot contre la proteine recombinante aurora-A. Sur les 120 
pools testes seuls 19 ont donne une reponse positive. 

Chacun des 8 puits correspondant a chaque pool positif a ete teste separement par 
la meme technique de Western blot dans le but d' identifier quel(s) puits contenait(ent) 
des* anticorps. La figure 1 montre un exemple de r6sultats obtenus avec le pool numero 
2, dans ce cas particulier seuls les puits A et B contenaient des anticorps, le puits ayant 
ete retenu. 

Sur les 120 pools testes seuls 19 ont ete retenus parce qu'ils donnaient une txbs\ 
forte reponse positive. Dans ces 19 pools seuls 23 puits contenaient des anticorps 
diriges contre la proteine aurora-A recombinante, 

c) Western blot contre !a proteine aurora-A humaine endogene 

La mSme technique de Western blot a cette fois ete utilisee pour identifier les 
surnageants capable de reconnaitre la proteine aurora-A parmi toutes les proteines d'un 
extrait acellulaire total prepare a partir de cellules humaines en culture. 

Les cellules choisies sont des cellules HeLa. Les extraits ont et6 prepares a partir 
de boite de culture contenant environ 10 6 cellules, les cellules ont 6te lysees dans leur 
boite par 1 ml de solution dite Laemmli correspondant a la solution de depot sur gel 
polyacrylamide-SDS (Laemmli 1970), la solution a ete incub6e 10 min a 90°C, 
soniquee et centrifugee, 10 jlxI du surnageant est depose sur le gel. 

Parmi les 23 surnageant ayant 6te selectionn6s precedemment seul 12 contenait un 
anticorps capable de reconnaitre une proteine de 46 kD (taille attendue pour aurora-A) 
par Western blots effectues sur des extrait de cellules Hela. 

d) Immunofluorescence sur cellules humaines 

Une etape supplemental a 6te introduite dans le crible pour selectionner les 
anticorps qui etaient capable de decorer le centrosome dans des cellules humaines en 
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culture. Le choix des cellules s'est porte la lignee cellulaire MCF7 derivant d'un cancer 
du sein car la proteine aurora-A a ete rapportee surexprimee dans ces cellules. 

La technique utilis6e est 1' immunofluorescence indirecte. Les cellules sont 
cultivees sur des lamelles rondes en verre dans les boites 12 puits (foumisseur Corning 
Inc) pendant 48 heures. Les lamelles sont ensuite lavees par une solution de PBS et les 
cellules fixees par du methanol froid (-20°C). Les cellules sont ensuite incubees 30 mn a 
temperature ambiante dans du PBS contenant de la BSA 3%. Apres trois lavages par du 
PBS les lamelles sont incubees avec les sumageant d'hybridome dilues au 1:50 dans du 
PBS pendant 1 heure a temperature ambiante. Les cellules sont a nouveau lavees trois 
fois par du PBS et incubees a temperature ambiante pendant 1 heure avec un second 
anticorps anti-souris couple a la fluoresceine «FITC » (foumisseur Sigma Chemicals). 
Les- lamelles sont lavees trois fois par du PBS et les cellules mont6es entre lame et 
lamelle dans du Mowiol contenant de l'antifading. Les observations ont ete effectu6es 
avec un microscope fluorescent Leica DMRXA et les images prises avec une camera 
noir et banc (COHU) ont ete traitees par le logiciel Leica Qfish. 

Sur les 12 sumageants retenus precedemment seuls 4 contenaient des anticorps 
capables de decorer les centrosomes et les poles du fuseau mitotique des cellules MCF7. 
Cette localisation correspond exactement a celle attendue pour la kinase aurora-A. 

e) Western blot contre la proline aiirora-A murine endogfcne 

Dans le but d'augmenter la selectivity du crible nous avons teste les 4 sumageants 
contre la prot6ine orthologue de aurora-A chez la souris. Un premier crible a ete 
effecru6 par Western blot contre des extraits acellulaires de cellules de souris en culture, 
cellules m-ICcl2. Les extraits acellulaires ont ete prepares comme pour les cellules 
humaines et le Western blots effectues de la meme maniere que precedemment. Deux 
des sumageant etaient capable de reconnaitre une proteine de 46 kD (taille 6galement 
attendue pour la kinase aurora-A murine) 

f) Immunofluorescence sur cellules murines 

Nous avons contr616 si les deux sumageants precedemment identifies en Western 
blot etaient capable de decorer les centrosomes de cellules de souris en culture. Nous 
avons choisi les cellules LLC1 car elles presentent un index mitotique tres eleve. Seul 
un des deux anticorps a ete capable de localiser une prot6ine dans les centrosomes et 
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aux p6les du fiiseau mitotique, localisations attendues pour la prot6ine kinase aurora-A 
de souris. 

g) Dosage de Pactivite kinase aurora-A 

Les mesures de 1'activite kinase aurora-A ont ete effectuees dans 20 p.1 de Tris- 
HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, DTT 1 mM, MgCl 2 10 mM, et ATP 10 hM dont 1 
fiCi de [y- 32 P] ATP 3000 Ci/mmole (fournisseur Amersham Pharmacia Biotech) 
contenant 4 \ig de proline basique de la myeline (MBP) pour la figure 5 (fournisseur 
Sigma Chemicals) ou 10 til d'un extrait de bacteries ayant produit la proteine GST-H3 
pour la figure 6. Les factions sont incubees k 37°C pendant 10 min. 10 \il de la reaction 
sont analyses soit en comptage (figure 5) soit apr&s migration sur gel de 
potyacrylamide-SDS, seche et examine en autoradiographic (figure 6). 

h) Clonage du monoclonal s61ectionn6 

Le sumageant que nous avons selectionne* contenait un melange heterogene de 
cellules obtenus apres la fusion. Nous avons repiqu6 ces cellules en effectuant une. 
dilution limite et obtenu 20 clones. Le sumageant de ces 20 clones a ete test6 en. 
Western blot contre la proteine recombinante aurora-A, 8 ont donne une rSponse 
positive. Ces 8 sumageants ont ete testes sur des extraits de cellules humaines HeLa, de 
cellules murines m-ICcl2. Seuls deux sumageants ont 6t6 retenus. 

Ces deux sumageants ont a nouveau 6t6 re-clon6s par dilution limite et re-testes 
comme prec6demment. Ce dernier clonage avait pour but de s61ectionner un clone qui 
maintenait un niveau de production d'anticorps reproductible aprfes repiquage. 

Seul un des deux clone s'est avere stable, il a 6te baptis6 35C1 et retenu pour 
stockage et production de monoclonal. 

i) Propri6t6s du monoclonal 35C1 (voir les figures) 

L'anticorps recommit sp6cifiquement que la proteine kinase aurora-A humaine et 
murine en Western blot dans des extraits acellulaire totaux (figure 1). 

II localise la proline kinase aurora-A dans des cellules humaines et dans des 
cellules murines en culture (figure 3). 

II immunoprecipite la prot6ine aurora-A d' extraits de cellules humaine MCF7 

(figure 4). 




II n'inhibe pas 1' activite kinase de aurora- A (figure 5). 

II permet done d'immuno-pr6cipiter la proteine -aurora-A et de mesurer son 
activite kinase alors qu'elle est toujours associee a 1'anticorps (figure 6) 

Ces propriety du monoclonal 35C1 en font un outil de choix pour 1' etude de la 
proteine kinase aurora-A. 

II peut etre utilise dans des methodes de diagnostic et de pronostic de tumeurs 
solides. Le niveau d' expression de 1'ARNm codant pour la proteine aurora-A est 
etroitement correlee avec I'instabilitS genetique des cellules de cancer du sein et avec un 
grade eleve de la tumeur (Miyoshi et al. 2001). Ceci a 6t6 tres clairement etabli pour le 
cancer du sein. Par contre en raison de 1* absence d'anticorps monoclonal suffisamment 
specifique, cette correlation entre la quantite d'ARNm aurora-A et le grade du cancer 
n'a pas encore pu etre verifiee au niveau proteique. Le monoclonal 35C1 anti-aurora-A 
permettra ce type de mesuxes. II pennet d'une part de mesurer la quantite de proteine 
aurora-A (Western blot et immimoWstochimie) et d'autre part de mesurer l'activite 
aurora-A (immimoprecipitation) dans des tumeurs, et ainsi de determiner le seuil de la 
quantite d f aurora-A au-dessous et au-dessus duquel le pronostic d f un cancer determine 
serabon ou mauvais respectivement 

Par ailleurs, 1'anticorps 35C1 permet de tester l'efficacite d'inhibiteurs de 
r activite kinase aurora-A in vivo. La proline kinase aurora-A est immunoprecipitee de 
cellules HeLa par exemple prealablement traitees par Tinhibiteur et son activity mesuree 
in vivo. Ceci permet entre autre d'evaluer la stabilite des inhibiteurs in vivo. 
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Legende des figures 

T.6 p e nde de la figure 1 : Crible des hybridomes par western blot. La proteine 
recombinante aurora-A purifiee a 6t6 depos6e sur gel de polyacrylamide-SDS et 
transferee sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a 6te color6e au rouge 
ponceau et la bande correspondant a aurora-A decouopee. Chaque panneau correspond a 
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un morceau de membrane avec aurora- A. Apres fusion les cellules ont ete distribuees 
dans des boites 96 puits. Pour cribler la presence de monoclonaux anti-aurora-A des 
aliquots des sumageants des puits de chaque colonne sont regroupes en pools, ceci pour 
chaque boite. Chaque pool est ensuite teste en western blot colonne de droite de 1 a 12. 
Lorsqu'un pool est considere comme positif, ici le pool numero 1, les sumageants de 
chaque puits constituant ce pool (de A k H) sont re-teste individuellement. Dans ce cas 
precis les puits A et B contenaient des anticorps, mais seul le puits B a ete retenu. 

Legende figure 2 : Western blot. Les extraits acellulaires totaux sont separes sur 
gel de polyacrylamide SDS et le gel est transfere sur membrane de nitrocellulose. Le 
puits 1 ne contient pas d'extrait et le puit 2 contient 10 \xl d'extrait (correspondant a 10 6 
cellules par ml). L' anticorps est utilise a une dilution de 1/100. Seule la prot6ine aurora- 
A de 46 kD est detectee. 

Legende figure 3 : Immunodetection indirecte de aurora-A dans des cellules 
humaines et murines. Les cellules humaines sont des MCF7 et les cellules murines des 
LLCL Sont detectes en immunofluorescence l'ADN par coloration DAPI (bleu), la y- 
tubuline (rouge) et aurora- A (vert) 

Legende figure 4 : Immunoprecipitation de aurora-A. La proteine est 
immunopr^cipitee par Tanticorps 35C1 couple a la proteine A Sepharose. Les 
immunoprecipites sont s6pares sur un gel de polyacrylamide-SDS, le gel est transfer^ et 
les immunocomplexes revel6s avec le monoclonal 35CL Puits 1 : Tanticorps 35C1 
seul ; puits 2 : immunoprecipitation effectu6e avec la proteine A Sepharose seule ; puits 
3 : immunopr6cipitation effectuee avec Tanticorps monoclonal 35C1 ; puits 4 : 
immunoprecipitation effectuee avec un anticorps prepare au laboratoire. 

Legende figure 5 : Activite de la kinase recombinante aurora-A humaine purifiee 
mesuree en presence de Tanticorps monoclonal 35CL L' anticorps 1C1 dirige contre la 
proteine aurora-A de x6nope et qid ne croise pas avec la proteine humaine est utilis6 
comme controle. L'activite kinase est mesuree en utilisant la MBP (Myelin Basic 
Protein) comme substrat. 
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Legende figure 6 : Activite de la proteine aurora-A endogene immunoprecipitee 
par l'anticorps 35C1 fixe sur des bille de proteine A Dynabeads. L'activit6 de la kinase 
est mesuree sur un substrat ne comportant qu'une seule serine phosphorylable. II s'agit 
d'une construction GST en fusion avec la queue de l'histone H3 (avec la serine 10). Un 
substrat contrdle est egalement utilise ou la serine 10 est remplacee par une alanine. Les 
puits 1, 4 et 7 contiennent aurora-A recombinante purifiee est utilisee. Les puits 2, 5 et 8 
contiennent aurora-A recombinante immunoprecipitee et fixee a Tanticorps et a la 
proteine A Sepharose. Les puits3 et 6 ne contiennent pas de kinase. Les puits 3, 4 et 5 
contiennent le substrat phosphorylable GST-H3(S) et les puits 6, 7 et 8 le substrat non 
phosphorylable GST-H3(S/A) pour les kinases. 
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REVINDICATIONS 



1. Anticorps monoclonal anti-aurora- A, encore d6signe anticorps 35C1, 
reconnaissant specifiquement la kinase aurora-A humaine et murine, et ayant les 
proprietes suivantes : 

* il peut se fixer sur les membranes contenant la proteine aurora-A humaine ou 

murine, 

* il permet de detecter, et, le cas ech6ant, de purifier, la proteine aurora-A 
humaine et murine par immunoprecipitation, 

* il permet la coloration des tissus biologiques ok est secretee la proteine aurora- 

A, et 

' * il n f inhibe pas l'activite enzymatique de la proteine aurora-A humaine et murine, 
ledit anticorps monoclonal 6tant tel qu'obtenu par : 

- cinq injections espacees de quinze jours a des souris de proteine kinase 
aurora-A recombinante produite par des bacteries E. coli transformees avec un vecteur 
d'expression bacterien dans le genome duquel a et6 insere l'ADNc humain codant 
pour aurora-A, sacrifice desdites souris, et fusion entre des cellules de la rate de ces 
souris et des cellules de hamster immortalisees en culture pour obtenir des 
hybridomes, 

- criblage des hybridomes produisant un anticorps capable d'immunoprecipiter 
la proteine recombinante utilisee pour rimmunisation des souris lors de I'Stape 
precedente, et recuperation des hybridomes positifs apres ce premier crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a Tetape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immunoprecipiter la proteine endog^ne aurora-A a partir d'un 
extrait de cellules humaines HeLa en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce deuxieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a Tetape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaitre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les poles du fuseau mitotique de cellules humaines en culture, et recuperation des 
hybridomes positifs apres ce troisieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a Tetape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immunoprecipiter la proteine endogene aurora-A de souris a partir 
d'un extrait de cellules murines en culture, et recup6ration des hybridomes positifs 
apres ce quatrieme crible, 
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- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaitre en iinmunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les poles du fuseau mitotique de cellules murines en culture, 

- recuperation et purification par clonage d'un hybridome positif apres l'etape 
de criblage precedente, et produisant un anticorps monoclonal poss6dant 1' ensemble 
des proprietes definies ci-dessus. 

2. Utilisation de l'anticorps monoclonal 35C1 defini dans la revendication 1, pour 
la mise en ceuvre d'une methode de diagnostic in vitro, ou de pronostic de cancers chez 
rhomme ou 1' animal. 

' 3. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2, pour la 
mise en oeuvre d'une m6thode de diagnostic in vitro, ou de pronostic, de tumeurs 
solides, tels que les cancers du sein, les cancers gastriques et les cancers colorectaux. 

4. Utilisation selon la revendication 2 ou 3, en association avec un marqueur de 
proliferation cellulaire, tel qu'un marqueur de la proteine PCNA. 

5. Methode de diagnostic in vitro, ou de pronostic, de cancers tels que d6finis dans 
la revendication 3, chez rhomme ou 1' animal, caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'un anticorps monoclonal selon la revendication 1, avec un 
6chantillon biologique preleve chez un individu, ledit anticorps 6tant le cas echeant fix6 

sur un support solide, 

- la detection, et le cas 6cheant la quantification, de la proteine aurora-A 
susceptible d'etre presente dans l'echantillon biologique a l'aide de r6actifs marques, 
notamment d'anticorps marques, reconnaissant soit l'anticorps monoclonal li6 a ladite 
prot6ine aurora-A, soit la proteine aurora-A liee audit anticorps monoclonal dans les 
complexes formes lors de l'etape precedente entre l'anticorps monoclonal et la proteine 
aurora-A susceptible d'etre pr6sente dans rechantillon biologique, et ce, le cas 6cheant, 
apr^s rin?age approprie du support solide. 



6. Methode selon la revendication 5, caracterisee en ce que la deterrnination d'v 
quantite de proteine aurora-A inferieure ou superieure aux valeurs physiologiqi 
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- criblage des hybridomes recuperes a Tetape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaltre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les poles du fuseau mitotique de cellules murines en culture, 

- recuperation et purification par clonage d'un hybridome positif apres Tetape 
5 de criblage pr6cedente, et produisant un anticorps monoclonal possedant Pensemble 

des proprietes definies ci-dessus. 

2. Utilisation de Tanticorps monoclonal 35C1 defini dans la revendication 1, pour 
la mise en ceuvre d'une methode de diagnostic in vitro, ou de pronostic de cancers chez 

10 l'homme ou 1* animal. 

3. Utilisation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 2, pour la mise en 
oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro, ou de pronostic, de tumeurs solides, tels 
que les cancers du sein, les cancers gastriques et les cancers colorectaux. 

15 

4. Utilisation selon la revendication 2 ou 3 > en association avec un marqueur de 
proliferation cellulaire, tel qu'un marqueur de la proteine PCNA. 

5. Methode de diagnostic in vitro, ou de pronostic, de cancers tels que definis dans 
20 la revendication 3, chez l'homme ou 1' animal, caracteris<§e en ce qu'elle comprend : 

-la mise en presence d'un anticorps monoclonal selon la revendication 1, avec un 
echantillon biologique pr61eve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe 
sur un support solide, 

- la detection, et le cas echeant la quantification, ; de la proteine aurora-A 

25 susceptible d'etre presente dans Fechantillon biologique k l'aide de r6actifs marques, 

notamment d'anticorps marques, reconnaissant soit Tanticorps monoclonal lie k ladite 
proteine aurora-A, soit la proteine aurora-A liee audit anticorps monoclonal dans les 
complexes form6s lors de P6tape precedente entre Panticorps monoclonal et la proline 
aurora-A susceptible d'etre presente dans P echantillon biologique, et ce, le cas echeant, 

30 apres rn^age approprie du support solide. 



6. Methode selon la revendication 5, caracteris6e en ce que la determination d'une 
quantite de prot&ne aurora-A inferieure ou superieure aux valeurs physiologiques 
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nonnaies dans l'echantillon biologique, temoigne respectivement d'un bon ou d'un 
mauvais pronostic du cancer ciiagnostique. 

7. Kit pour la mise en oeuvre d"une methode de diagnostic selon la revendication 5 
ou 6, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

- un anticorps monoclonal anti-aurora A selon la revendication 1, 

- le cas echeant, un marqueur de proliferation cellulaire, tel qu'un marqueur de la 
proteine PCNA, notamment un anticorps anti-PCNA. 

8. Utilisation de 1' anticorps d6fini dans la revendication 1, pour la preparation de 
m6dicaments destines au traitement de cancers, tels que les cancers du sein, les cancers 
colorectaux et les cancers gastriques. 

9. Composition pharmaceutique, contenant l'anticorps selon la revendication 1 en 
association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable. 

10. Utilisation d'un anticorps monoclonal anti-aurora A selon la revendication 1, ^ 
pour la mise en ceuvre d'une methode de criblage d'inHbiteurs de la kinase aurora A 
dans laquelle la baisse de l'activite de cette kinase est mesuree a l'aide dudit anticorps. ' 

11. Melnode de criblage d'inbibiteurs de la kinase aurora A caracteris6e en ce 
qu'elle comprend les etapes suivantes : 

- le traitement de cellules, telles que des lign6es deriv6es de differents cancers, par 

rinhibiteur teste, 

- immunopr6cipitation de la proteine kinase aurora-A a l'aide de l'anticorps selon 
la revendication 1, et mesure de l'activite kinase. 

12. Procede de pr6paration d'un anticorps monoclonal anti-aurora A selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- cinq injections espacees de quinze jours a des souris de proteine kinase 
aurora-A recombinante produite par des bacteries E. coli transferases avec un vecteur 
d'expression bacterien dans le genome duquel a ete insere l'ADNc humain codant 
pour aurora-A, sacrifice desdites souris, et fusion entre des cefiules de la rate de ces 




normales dans Pechantillon biologique, temoigne respectivement d'un bon ou d'un 
mauvais pronostic du cancer diagnostique. 

7. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic selon la revendication 5 
ou 6, caract6rise en ce qu'il comprend : 

- un anticorps monoclonal anti-aurora A selon la revendication 1, 

- le cas echdant, un marqueur de proliferation cellulaire, tel qu'un marqueur de la 
proteine PCNA, notamment un anticorps anti-PCNA. 

8. Utilisation de P anticorps defini dans la revendication 1, pour la preparation de 
medicaments destines au traitement de cancers, tels que les cancers du sein, les cancers 
colorectaux et les cancers gastriques. 

9- Composition pharmaceutique, contenant P anticorps selon la revendication 1 en 
association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable. 

10. Utilisation d'un anticorps monoclonal anti-aurora A selon la revendication 1, 
pour la mise en oeuvre d 1 une methode de criblage d'inhibiteurs de la kinase aurora A 
dans laquelle la baisse de Tactivite de cette kinase est mesuree a l'aide dudit anticorps. 

11. Methode de criblage d'inhibiteurs de la kinase aurora A caracteris6e en ce 
qu'elle comprend les etapes suivantes : 

- le traitement de cellules, telles que des lign6es d6rivees de differents cancers, par 
rinhibiteur teste, ( 

- immunoprecipitation de la proteine kinase aurora-A a Taide de P anticorps selon 
la revendication 1 , et mesure de Pactivite kinase, 

12. Procede de preparation d ! un anticorps monoclonal anti-aurora A selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

- criblage des hybridomes produisant un anticorps capable d'immunoprecipiter 
la proteine recombinante utilisee pour Pimmunisation de souris ayant re9ues cinq 
injections espacees de quinze jours de proteine kinase aurora-A recombinante produite 
par des bacteries E. coli transformees avec un vecteiu: d 5 expression bacterien dans le 
genome duquel a 6te ins6re PADNc humain codant pour aurora-A, lesdits hybridomes 
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souris et des cellules de hamster immortalisees en culture pour obtenir des 
hybridomes, 

- criblage des hybridomes produisant un anticorps capable d'immunoprecipiter 
la proteine recombinante utilisee pour rimmunisation des souris lors de Tetape 
precedente, et recuperation des hybridomes positifs aprfcs ce premier crible, 

- criblage des hybridomes r6cuperes a Fetape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immunoprecipiter la proteine endogene aurora-A a partir d'un 
extrait de cellules humaines HeLa en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce deuxieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaltre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les poles du fuseau mitotique de cellules humaines en culture, et recup6ration des 
hybridomes positifs apres ce troisi&me crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immunopr6cipiter la proteinb endogene aurora-A de souris a partir 
d'un extrait de cellules murines en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce quatrieme crible, 

~ criblage des hybridomes recuperes £ l'etape pr6c6dente, produisant un 
anticorps capable de reconnaitre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les pdles du fuseau mitotique de cellules murines en culture, 

- recup6ration et purification par clonage d'un hybridome positif apres l'etape 
de criblage precedente, et produisant un anticorps monoclonal possedant V ensemble 
des propriet6s d6finies dans la revendication 1. 




etant obtemis par fusion entre des cellules de la rate de ces souris et des cellules de 
hamster immortalisees en culture, et recuperation des hybridomes positifs apres ce 
premier crible, 

- criblage des hybridomes recup6res a Petape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immunoprecipiter la proteine endogene aurora-A a partir d'un 
extrait de cellules humaines HeLa en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce deuxieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes a l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaltre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les poles du fuseau mitotique de cellules humaines en culture, et recuperation des 
hybridomes positifs apres ce troisieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes k l'etape precedente, produisant un 
anticorps capable d'immxmoprecipiter la proteine endog&ne aurora-A de souris a partir 
d'un extrait de cellules murines en culture, et recuperation des hybridomes positifs 
apres ce quatrieme crible, 

- criblage des hybridomes recuperes & Petape precedente, produisant un 
anticorps capable de reconnaltre en immunofluorescence indirecte les centrosomes et 
les pdles du fuseau mitotique de cellules murines en culture, 

- recuperation et purification par clonage d'un hybridome positif apres Tetape 
de criblage precedente, et produisant un anticorps monoclonal possedant Tensemble 
des propriety definies dans la revendication 1 . 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> CNRS 

<120> ANTICORPS MONOCLONAL ANTI-AURORA-A, SON PROCEDE 

D 1 OBTENTION, ET SES UTILISATIONS DANS LE DIAGNOSTIC ET 
LE TRAITEMENT DES CANCERS 

<130> IFB 01 BN CNR AURA 

<140> - 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2253 
<212> ADN 

<213> Homo.- sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (257) . . (1495) 
<400> 1 

ggaagacttg ggtccttggg tcgcaggtgg gagccgacgg gtgggtagac cgtgggggat 60 

atctcagtgg cggacgagga cggcggggac aaggggcggc tggtcggagt ggcggagcgt 120 

caagtcccct gtcggttcct ccgtccctga gtgtccttgg cgctgccttg tgcccgccca 180 

gcgcctttgc atccgctcct gggcaccgag gcgccctgta ggatactgct tgttacttat 2 40 

tacagctaga ggcatc atg gac cga tct aaa gaa aac tgc att tea gga cct 292 

Met Asp Arg Ser Lys Glu Asn Cys lie Ser Gly Pro 
1 5 10 

gtt aag get aca get cca gtt gga ggt cca aaa cgt gtt etc gtg act 34 0 
Val Lys Ala Thr Ala Pro Val Gly Gly Pro Lys Arg Val Leu Val Thr 
15 20 25 

cag caa att cct tgt cag aat cca tta cct gta aat agt ggc cag get 388 
Gin Gin lie Pro Cys Gin Asn Pro Leu Pro Val Asn Ser Gly Gin Ala 
30 35 40 

cag egg gtc ttg tgt cct tea aat tct tec cag cgc gtt cct ttg caa 436 
Gin Arg Val Leu Cys Pro Ser Asn" Ser Ser Gin Arg Val Pro Leu Gin 
45 50 55 60 

gca caa aag ctt gtc tec agt cac aag ccg gtt cag aat cag aag cag 48 4 
Ala Gin Lys Leu Val Ser Ser His Lys Pro Val Gin Asn Gin Lys Gin 
65 70 75 

aag caa ttg cag gca ace agt gta cct cat cct gtc tec agg cca ctg 532 
Lys Gin Leu Gin Ala Thr Ser Val Pro His Pro Val Ser Arg Pro Leu 
80 85 90 



aat aac acc caa aag age aag cag ccc ctg cca teg gca cct gaa aat 580 

Asn Asn Thr Gin Lys Ser Lys Gin Pro Leu Pro Ser Ala Pro Glu Asn 

95 100 105 

aat cct gag gag gaa ctg gca tea aaa cag aaa aat gaa gaa tea aaa 628 

Asn Pro Glu Glu Glu Leu Ala Ser Lys Gin Lys Asn Glu Glu Ser Lys 

110 115 120 

aag agg cag tgg get ttg gaa gac ttt gaa att ggt cgc cct ctg ggt 67 6 

Lys Arg Gin Trp Ala Leu Glu Asp Phe Glu He Gly Arg Pro Leu Gly 

125 130 135 140 

aaa gga aag ttt ggt aat gtt tat ttg gca aga gaa aag caa age aag 724 

Lys Gly Lys Phe Gly Asn Val Tyr Leu Ala Arg Glu Lys Gin Ser Lys 

145 150 ' 155 

ttt att ctg get ctt aaa gtg tta ttt aaa get cag ctg gag aaa gec 772 

Phe He Leu Ala Leu Lys Val Leu Phe Lys Ala Gin Leu Glu Lys Ala 

160 165 170 

gga gtg gag cat cag etc aga aga gaa gta gaa ata cag tec cac ctt 820 

Gly Val Glu His Gin Leu Arg Arg Glu Val Glu He Gin Ser His Leu 

175 180 185 

egg cat cct aat att ctt aga ctg tat ggt tat ttq cat gat get acc 8 68 

Arg His Pro Asn He Leu Arg Leu Tyr Gly Tyr Phe His Asp Ala Thr 

190 195 200 

aga gtc tac eta att ctg gaa tat gca cca ctt gga aca gtt tat aga 916 

Arg Val Tyr Leu He Leu Glu Tyr Ala Pro Leu Gly Thr Val Tyr Arg 

205 210 215 220 

gaa ctt cag aaa ctt tea aag ttt gat gag cag aga act get act tat 964 

Glu Leu Gin Lys Leu Ser Lys Phe Asp Glu Gin Arg Thr Ala Thr Tyr 

225 230 235 



ata aca gaa ttg gca aat gee ctg tct tac tgt cat teg aag aga gtt 
He Thr Glu Leu Ala Asn Ala Leu Ser Tyr Cys His Ser Lys Arg Val 
240 245 250 



gag ctt aaa att gca gat ttt ggg tgg tea gta cat get cca tct tec 
Glu Leu Lys He Ala Asp Phe Gly Trp Ser Val His Ala Pro Ser Ser 
270 275 280 



1012 



att cat aga gac att aag cca gag aac tta ctt ctt gga tea get gga 1060 
He His Arg Asp He Lys Pro Glu Asn Leu Leu Leu Gly Ser Ala Gly 
255 260 265 



1108 



agg agg acc act etc tgt ggc acc ctg gac tac ctg ccc cct gaa atg 115 6 

Arg Arg Thr Thr Leu Cys Gly Thr Leu Asp Tyr Leu Pro Pro Glu Met 

285 290 295 300 

att gaa ggt egg atg cat gat gag aag gtg gat etc tgg age ctt gga 1204 

He Glu Gly Arg Met His Asp Glu Lys Val Asp Leu Trp Ser Leu Gly 

305 310 315 

gtt ctt tgc tat gaa ttt tta gtt ggg aag cct cct ttt gag gca aac 1252 

Val Leu Cys Tyr Glu Phe Leu Val Gly Lys Pro Pro Phe Glu Ala Asn 
320 325 330 



aca tac caa gag acc tac aaa aga ata tea egg gtt gaa ttc aca ttc 1300 
Thr Tyr Gin Glu Thr Tyr Lys Arg lie Ser Arg Val Glu Phe Thr Phe 
335 340 345 - 



cct gac ttt gta aca gag gga gec agg gac etc att tea aga ctg ttg 
Pro Asp Phe Val Thr Glu Gly Ala Arg Asp Leu lie Ser Arg Leu Leu 
350 355 360 

aag cat aat ccc age cag agg cca atg etc aga gaa gta ctt gaa cac 
Lys His Asn Pro Ser Gin Arg Pro Met Leu Arg Glu Val Leu Glu His 
365 370 375 380 

ccc tgg ate aca gca aat tea tea aaa cca tea aat tgc caa aac aaa 
Pro Trp lie Thr Ala Asn Ser Ser Lys Pro Ser Asn Cys Gin Asn Lys 
385 390 395 

gaa tea get age aaa cag tct tag gaa teg tgc agg ggg aga aat cct 
Glu Ser Ala Ser Lys Gin Ser 
400 



1348 



1396 



1444 



1492 



tga gecagggctg ccatataacc tgacaggaac atgctactga agtttatttt 1545 

accattgact gctgccctca atctagaacg ctacacaaga aatatttgtt ttactcagca 1605 
ggtgtgcctt aacctcccta ttcagaaagc tccacatcaa taa^acatgac actctgaagt 1665 
gaaagtagee acgagaattg tgctacttat actggttcat aatctggagg caaggttcga 1725 
ctgcagccgc cccgtcagcc tgtgctaggc atggtgtctt cacaggaggc aaatccagag 17 85 
cctggctgtg gggaaagtga ccactctgcc ctgaccccga tcagttaagg agctgtgcaa 1845 
taaccttcct agtacctgag tgagtgtgta acttattggg ttggcgaagc ctggtaaagc 1905. 
tgttggaatg agtatgtgat tctttttaag tatgaaaata aagatatatg tacagacttg 1965 
tattttttct ctggtggcat tcctttagga atgctgtgtg tctgtccggc accccggtag 2025- 
gectgattgg gtttctagtc ctccttaacc acttatctcc catatgagag tgtgaaaaat 2085 
aggaacacgt gctctacctc catttaggga tttgcttggg atacagaaga ggccatgtgt 214 5 
ctcagagctg ttaagggctt atttttttaa aacattggag tcatagcatg tgtgtaaact 2205 
ttaaatatgc aaataaataa gtatctatgt ctaaaaaaaa aaaaaaaa 2253 

<210> 2 
<211> 403 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Met Asp Arg Ser Lys Glu Asn Cys lie Ser Gly Pro Val Lys Ala Thr 
1 5 10 15 



Ala Pro Val Gly Gly Pro Lys Arg Val Leu Val Thr Gin Gin lie Pro 
20 25 30 



ler depot 

4 



Cys Gin Asn Pro Leu Pro Val Asn Ser Gly Gin Ala Gin Arg Val Leu 
35 40 45 

Cys Pro Ser Asn Ser Ser Gin Arg Val Pro Leu Gin Ala Gin Lys Leu 
50 55 60 

Val Ser Ser His Lys Pro Val Gin Asn Gin Lys Gin Lys Gin Leu Gin 
65 70 75 80 

Ala Thr Ser Val Pro His Pro Val Ser Arg Pro Leu Asn Asn Thr Gin 
85 90 95 

Lys Ser Lys Gin Pro Leu Pro Ser Ala Pro Glu Asn Asn Pro Glu Glu 
100 105 110 

Glu Leu Ala Ser Lys Gin Lys Asn Glu Glu Ser Lys Lys Arg Gin Trp 
115 120 125 

Ala Leu Glu Asp Phe Glu lie Gly Arg Pro Leu Gly Lys Gly Lys Phe 
130 135 140 

Gly Asn Val Tyr Leu Ala Arg Glu Lys Gin Ser Lys Phe He Leu Ala 
145 150 155 160 

Leu Lys Val Leu Phe Lys Ala Gin Leu Glu Lys Ala Gly Val Glu His 

165 170 175 

*. 

Gin Leu Arg Arg Glu Val Glu He Gin Ser His Leu Arg His Pro Asn 
180 185 190 

lie Leu Arg Leu Tyr Gly Tyr Phe His Asp Ala Thr Arg Val Tyr Leu 
195 200 205 

lie Leu Glu Tyr Ala Pro Leu Gly Thr Val Tyr Arg Glu Leu Gin Lys 
210 215 220 

Leu Ser Lys Phe Asp Glu Gin Arg Thr Ala Thr Tyr He Thr Glu Leu 
225 230 235 240 

Ala Asn Ala Leu Ser Tyr Cys His Ser Lys Arg Val He His Arg Asp 
245 250 255 

He Lys Pro Glu Asn Leu Leu Leu Gly Ser Ala Gly Glu Leu Lys lie 
260 265 270 

Ala Asp Phe Gly Trp Ser Val His Ala Pro Ser Ser Arg Arg Thr Thr 
275 280 285 

Leu Cys Gly Thr Leu Asp Tyr Leu Pro Pro Glu Met He Glu Gly Arg 
290 295 300 

Met His Asp Glu Lys Val Asp Leu Trp Ser Leu Gly Val Leu Cys Tyr 
305 310 315 " 320 

Glu Phe Leu Val Gly Lys Pro Pro Phe Glu Ala Asn Thr Tyr Gin Glu 
325 330 335 

Thr Tyr Lys Arg lie Ser Arg Val Glu Phe Thr Phe Pro Asp Phe Val 
340 345 350 



Thr Glu Gly Ala Arg Asp Leu lie Ser Arg Leu Leu Lys His As n Pro 
355 360 365 

Ser Gin Arg Pro Met Leu Arg Glu Val Leu Glu His Pro Trp He Thr 
370 375 380 

Ala Asn Ser Ser Lys Pro Ser Asn Cys Gin Asn Lys Glu Ser Ala Ser 
385 390 395 400 



Lys Gin Ser 
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